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序論
生体に投与された薬物は通常生体外異物として認識され ､ 多くの 場合種々 の 酵素による
薬物代謝反応によ っ て水溶性の高い化合物に変換され ､ 体外に排准される o しかし､ こう
した解毒機構の過程に おける化学反応が原因とな っ て 生体に対 し有害な反応が惹起される
可能性がある ことも知られて い る｡ なか でも生体内の主要な薬物代謝酵素で あるシトクロ
ム P 460酵素(P480)を豊富に含む肝臓では､ 薬物性臓器障害の毒性因子と しての薬物代謝皮
応が重要視されて い る ｡ たとえば､ 薬物代謝反応の結果､ 親化合物よりも反応性に富んだ
代謝物､ も しくは反応中間体を生成する場合がある ｡ これらは活性代謝物と総称され､ 四
塩化炭素 〔1潮､ 解熱鎮痛薬アセ トア ミノ フ ェ ン 〔3-5〕 などは､ 代謝反応に より生成する
中間体の生体内高分子 へ の共有結合や､ フリ ー ラ ジカル 産生に よっ て毒性を発現する と考
えられて い る o また､ P450の 一 連の代謝サイ クルにおい て は､ 還元型 P 450c o mplex に分
子状の酸素が付加 し､ ヘ ム鉄との反応中間体で ある P 450
- Fe2＋ - 02が生成すると考えられ
て い るが､ ここからス ー パ ー オキシ ドア ニ オンが遊離し､ その後の連鎖反応 を経由して ､
生体に酸化的ス トレスが惹起される可能性が示唆されて い る 〔6
･8]o
通常､ 括性酸素種とはス - パ ー オキシ ドア ニ オン､ 過酸化水素､ ヒドロ キシ ラジカル ､
一 重項酸素の 4 種をさ し､ こ れらはい ずれも反応性が高く､ 特にヒドロ キシ ラジカル は､
生体に対し直接的な酸化的障害を与えることが知られて い る o 活性酸素種は生体内に 釦
＼
て も恒常的に発生 し､ ミ トコ ンドリアの電子伝達系 〔9
･ 1幻 や､ P 4ら0の代謝反応は細胞内
における主たる清性酸素の生成源で あると考えられて い る ｡ こ れらの酸化的な障害因子に
対し､ 生体はス ー パ ー オキシ ドア ニ オ ンデイス ム夕
- ゼ(S OI))､ カタラ ー ゼ､ 遠元型グルタ
チオ ン､ ビタミ ン A ､ C､ E などを抗酸化防御因子 として備え､ こ れらを常に
一 定の レ ベ
ル に保つ こ とにより生体内の酸化還元バ ラ ンス を維持して い る ｡ 醸イヒ的ス ト レス はその バ
ラ ンスが酸化的因子の方に傾い たときに生 じる現象であり ､ 生体膜脂質が過酸化をうける
ことに より細胞内小器官の構造は破壊される し〔13
･15〕､ また､ 細胞骨格を構成するアク
チ ンの酸化や､ 受容体タンパ クの障害による機能低下などの ように ､ 生体高分子 ヘ の酸化
杓ス トレスも細胞の恒常性を悪化させ ると考えられる 〔16
-18]o
この ようにP450は､ 有害な生体外異物を解毒する - 方で ､ 活性酸素に代表される有害
物質を新たに生成する可能性を潜在的に宥して い ると考えられ る o 上述 したアセ トア ミノ
フ エ ンの ほかにもナ プロ キセ ン 〔19〕 やジク ロ フ エ ナク 〔20〕 など､ 医薬品として用い ら
れるものの中にも P 450を介して毒性が惹起されると考えられて い るものがあり､ 副作用発
現因子として 一 考に催する と思われる o
臨床上投与される薬剤と して 臥 副作用が少 しで も
/i'ない ものが望ましい が､ 全く副作
用 のない 薬は事実上皆鮒 こ近く､ あまつ さえ近年では有効性が高い
一 方で重篤な副作用に
注意 しながら使わなくて はならない 薬剤が増加 して い るo 本邦では1967年から医薬品副作
用情報報告制度が厚生省(当時)主導の元にスタ
ー トし､ その結果 ､ 臨床現場で散見される副
作用症例は公共の情報と して 集積し始め た○ この制度は2003年 7月 に医薬品
･ 医療用具等
安全性情報報告制度と改称され､ 医療従事者が副作用等の発生を知っ た場合 ､ 厚生労働大
臣に対し副作用等を報告する こ とを義務化 したこ とにより ､ さ らに情報量が向上するもの
と期待され て い る . 酒発な新薬開発の
一 方で ､ 未知副作用が頻発する昨今の事情を鑑み た
制度化とい える ｡ すで に 安全性が確立されたと思われる薬剤で も､ 未知の副作用は発見さ
れて おり､ こ う した薬剤が 引き起こ す､ まれだが重篤化 する副作用に関する情報も､ 墳棲
的に解明される ベ きで あろう｡
さて ､ サリチル酸は古くから砲床で繁用されて きた非ステ ロイ ド系抗炎症薬(N S AlD)の
一 つ で あるo 消化管粘膜に対する障害性が強 い ため､ 経口剤として用 い られ る こ とはほと
ん どなく､ 通常は局所収赦､ 角化外皮の軟化 を目的と して も っ ぱら外用剤として用い られ
る ｡ こ れに対し､ サリチル酸のアセ テル化エ ス テル で あるア セ チルサリチル酸､ すなわち
アス ピリ ンは､ 消化管障害が軽減されたため内服剤に適 して おり､ 解熱消炎鎮痛剤の代表
的な存在と して ､ 今日まで極めて 多数の症例 に用い られて きた｡ 主な薬理作用はシク ロ オ
キシゲナ - ゼ阻害作用に基づくプ ロ スタグラ ン ジ ン合成阻害で あり､ 近年で は血 小板凝集
に 同酵素が関与 して い る こ とか ら心臓手術後や脳梗塞後の血栓予防の ための抗血小板剤と
して も用い られる ようになり､ さらに広範な患者に投与され るようにな っ た o 副作用の 発
現頻度は明確では ない が､ それはど高頻度で はない と認識されて い る ｡ ただ し､ 上述の消
化管障害の ほか ､ 血液障害､ 腎障害､ 肝障害な ど､ 垂簾な副作用もまれに起こ る こ とが知
られて い る o アス ピリ ンは消化管から吸収された後､ 循環血中で エ ス テ ラ
- ゼ によ っ て 速
やかにサリチル酸に変換されるため､ 血中で の半減期は約 20分 と短い 〔21〕o それに対し
サリチル 酸の半減期は約 2 時間と長く､ ア ス ピリン の副作用の本体はサリチル酸で ある可
能性がある ｡
アス ピリンに
.
よる肝障害は 1956 年に M a n so〔2幻 によ っ て報告されたのが最初である
とされる ｡ その後 70年代に報告が相次ぎ､ 特 に商用量を用い る若年性関節リウマ チ患者､
全身性 エ リテ マ ト ー デス(SL E)患者に しば しば見られるこ とが明らかとな っ たo 〔23
･25〕o
Fig.A は ､ Zucker ら〔25〕が報告した 17歳の全身性
エ リテ マ 卜 デス女児にアス ピリンを
1日3.6gと商用量を用い ､ 約30日後に肝障害を認めた症例の ､
血清G O Tと血中サリチル
酸濃度の推移を示 したもので ある o
一 般にア ス ピリンの肝障害は血中濃度に依存的な傾向
を示 し､ 投薬を中止す ると血中サリチル 酸濃度の 低下 と共 に､ 肝機能は速やか に改善を認
め る こ とが多い o 血中濃度が 25mg/dLを上回ると肝障害が起こ りやすくなるとさ
れ る
〔23-25〕. その後副作用の少ない N S AIDや､ 抗リウマ チ薬の開発によ っ て ､ サリチ
ル酸に
依存せ ざるを得ない ような臨床例 は少なくな っ て い っ たが､ 近年で も川崎病
の治療指針で
はア ス ピリ ン の 中等 - 大量 投与(日 本の標 準用量 :30
- 50m 帥g/day ､ 欧米 :80-
100m 帥g/day)は依然と して標準的な治療法と考えられており､ サリチ
ル酸による中毒性肝
障害は今もモ ニ タ ー を欠かせ ない副作用とい える o
サリチル酸の細胞障害はラ ッ ト培養肝細胞に おいて も見出されて い る 〔26〕o サリチル酸
は脂溶性弱酸に分類される その化学構造上の特徴から､ ミトコ ンドリア におい て酸化的リ
ン酸化 の脱共役作用を発現すると考えられ 〔27,28]､ プ ロ トンが付加 した非解離型サリチ
ル 酸分子が ミトコ ンドリア内膜を透過する こ とにより プロ トン勾配を失わせ る と考えられ
て い る o こ うしたサリチル酸の ミトコ ン ドリア 障害は Reye症候群とア ス ピリ ン投与との 因
果関係におい て も議論されて い るところで ある 〔29,30〕o
一 方サリチル 酸を経口投与 したラ ットの肝臓で脂質過酸化反応産物で ある マ ロ ンジアル
デ ヒドの 生成が観察され 〔31〕､ サリチル酸の肝毒性と酸化的ス トレスとの間に何らかの関
連性がある こ とが 示唆されて い る が､ その 別引こつ い て は明確にされて い な い o 本研究で
はサリチル酸の肝障害の メ カニ ズム として ､ 特に酸化 的ス トレス の惹起に注目し､ その酸
化 障害の要因と して サリチル酸の酸化代謝を想定 して ､ 両者の 関連性に つ い て検討を行っ
た ｡
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第 一 牽 サリチル酸に よ っ て惹起される肝細胞障害の主要な因子
- 酸化的ス トレス とミ トコ ン ドリア呼吸障害
すで に述 べ たとおり､ ア ス ピリ ンは商用量を用い た際に､ 薬剤性の中毒性肝障害を惹起
する ことが明らかにされて い る ｡ 本章で は､ その 勢性発現機構を明らか にするため にアス
ピリンから変換されて 生成するサリチル 酸を用 い ､ ラ ッ ト遊離肝細胞に対す る障害性につ
い て検討を行 っ た｡
サリチル酸は肝臓にお い て脂質過酸化反応の指標で ある チオパ ル ピッ
- ル 酸反応物質
(T B A R S)の生成を先進させ る こ とが知られて い る 〔31〕o この知見に基づ い て ､ ラ ッ ト遊離
肝細胞に対してサリチル酸が与える酸化的な影響と､ 細胞障害との 関連に つ い て検討 した｡
細胞障害は臨床で も用 い られて い る とおり､ 肝細胞からの逸脱酵素の漏出真 によ っ て 評価
した｡
一 方､ サリチル酸は弱酸性物質であり(pKa=3･0)､ 古くからミトコ ンドリア に対して脱共
役作用を及ぼすこ とが知られてい る 〔27,28〕｡ 本章で は､ サリチル酸共存下におい て細胞
内JW P含量を追跡 し､ また単灘ラ ッ ト肝ミトコ ンドリ
■
ァ を用い てサリチル酸が酸化的リン
酸化に対 して及ぼす影響に つ いて も検討 したo
【実験方法】
遊離肝細腕の 調製
w istar 系雄性ラ ットをベ ントバル ビタ - ル で麻酔後､ 手術台に背位固定し､ ヘ パリ ンナ
トリウム注射液を後肢大腿より静注 したo
その後､ 門脈にカ ニ ユ レ ー シ ョ ンを施し､ 37
｡C に保温 した Pe rfusion buffer (95 % 0丑/
5 % CO2 浪合ガス を飽和)を30mL / min で潅流 し脱血 したo 肝臓を摘出し､
コ ラゲナ ー ゼ溶
液を12- 15分間潅流 したあと､ 肝臓をシ ャ
ー レ上で振畳分離し､ 駒込ピ ペ ッ トを用い て分
散させ ､ ナイ ロ ンメ ッ シ ュ(No1 20)で漉過 したo ろ液を遠心沈殿管に移して ､ 50
×gで 2分
間遠心分離した後上浦を除去 して 沈殿(肝実質細胞)を分取 し､ Schw a rz buf
fer(95 % 02 /
5% C O急 混合ガス を飽和)で 懸濁したo 同様の振作を2固練り返 して細胞を洗浄後､
ナイ ロ
ンメ ッ シ ュ(No.200)で漉過 して遊離肝細胞を得たo
nypa nblu e e xcl 血on testにより生存率(viabihty)を計算
し､85%以上の もの を実験に使
用 したo
遊離肝細胞系の 反応条件
遊離肝細胞 4×106 cells/mL
サリチル酸 0 - 10m M
37｡C で1 0分間プ レイ ンキュ ぺ - シ ョ ンした後､ 100倍濃度のサリチル 酸(メタノ
- ル溶液)
を滞加する こ とにより反応を開始 した｡
1･1 乳酸脱水索酵素(L D H)満性の測定
イ ンキ エ ペ - シ ョ ン後の サンプルを 50×gで 2分間遠心分離 し､ その上清 10〟L を37
oC
で 2分間プ レイ ン キュ ベ - ト した反応試薬 2mL に漆如し､ 直ちに撹拝後340n m における
吸光度を測定 したo 3 0秒後に再度840n m における吸光度を測定し､ 30秒 間における吸光
度差を算出しコ ントロ ー ル との比を計算した o コ ントロ
ー ル と して は0･5 %TTito n
･ Ⅹ 10
により細胞を溶解したもの を使用 したo
反応試薬:
A:0.65nM Lithiu mpy m vatein 50m M X fI2P O4
- K2H P O4Buffer(pH 7･5)
B ‥3.6m M N AD H in 50m M K H2P O4
- K2H P O4Buffe r(pH 7･5)
A:B=19:1 で混合 したもの を反応試薬とした｡
1･2 チオ パル ピッ - ル 酸反応物質(T 古A R S)生成量測定
T B A R S の定量は Btlege&Anstの方法〔3幻 に従っ て行っ たo 5%トリクロ
ロ 酢酸0･5mL
の 入 っ た褐色ス ピ ッ ツ にイ ンキ エ ペ - シ ョ ン後のサ ンプル 0･5mL を加え脂質過酸化反応を
停止 し､ T B A試薬 払 L を加えて沸騰水浴中で 15分間加熱 したo 氷冷後､ 30
0rp m で 15
分間遠心分離し､ その上清に つ いて 635n m の吸光度を測定 した o 標準物質
には 1,1,3,3･ テ
トラ エ トキシプロパ ンを使用 した｡
T B A試薬 :15w/v% トリク ロ ロ 酢酸
o.375w/v% 2す オパ ル ピッ
- ル酸
o.25 N H Cl
1･3 A TP測定
遊離肝細胞をサリチル酸とともにイ ンキュ ベ
- 卜し､ 定刻に細胞懸濁液 250JILを採取 し､
250〟L の 3 NH CIO4 を加えて反応を停止 したo こ れに6 N K O
H 125〟L を加えて中和 し､
さ らに 100m M Kpi(pH 6･0)を250iLl加えミキシ ングした o こ れを Bec
kn a nM icrofuge E
で 10分間遠心 したo その上清をとりミリポア フ ィ ルタ
ー 乱径 0･45Jl m)で液過 したo 液液
30〟L を以下の条件の H P L Cに供 したo 定量は AT P梯品による絶対検
量線法で 行っ たo
H P L C条件は Jo ne sらの 方法 〔33〕 を参考に したo
HP L C条件 : カラム Inertsil O DS
移動相 100m M Kpi(pH 6.0)(流速1.Oml/ min)
検出器 U V検出器 (波長259n m)
1･4 ミトコ ンドリア呼吸活性測定
単離ラ ッ ト肝 ミトコ ン ドリア は寺田らの方法 〔34〕 に従っ て調製 した｡
ミトコ ンドリアの 呼吸活性は､ C hanc eと William sの酸素電極法〔35,86〕を用い て測定
した ｡
1. 30
o
Cに保 っ た酸素消費測定器に r espiration btlffe rを 1.6皿L入れる o 次に ミトコ ンド
リア懸濁液を終演度 1.Omgpr otein/ mL となるよう に添加 したo
2. その 2分後に0.26 Mコ ハ ク酸を32〟IJ 添加し (8〟 m oD､ 続けて 1分間プ レイ ンキ
ュ ベ - トを行うo
3. 目的濃度より 100倍濃厚な薬液を､ 反応懸滞液の 1/100容滞加し､ 引き続き1分間イ
ンキエ ペ - 卜する o
4. 140m M の A D Pを 10〟L 添加 して (140n m ol)反応を開始する｡
5. 懸濁液中の溶存酸素の減少を先述の酸素電極を用い た電位差の測定 によ っ て定量した｡
懸濁液申の飽和溶存酸素量
30w/v % K O H溶液を通 した95 % 02･5 % C O2 混合ガスをbubblingした緩衝液中の値か
ら､ 亜硫酸ナトリウム処理によ っ て 酸素を捕捉した緩衝液中の億 (ba ck grou nd) を差し引
いて 酸素飽和時の電位差を求めた｡ 飽和溶存酸素量は温度一 溶存酸素対応表 から求め､ 上述
して求めた電位差と対応きせ ､ 検量 した｡
【結果 ･ 考察】
ラ ッ ト遊離肝細胞にサ リチル酸を添加 して ､ イ ンキ ュ ベ ー シ ョ ン中の 一 定時刻に細胞懸
滞液を 一 部取り ､ 肝細胞損傷の指棲として L D H の細胞外メ ディ ウム ヘ の漏出を定量 した
(Fig.1･ 1)o こ のとき､ サリチル酸非存在下におい てはイ ンキ エ ペ
- ト中の LD H漏出量に変
化は認められなか っ たが ､ 5m M サリチル酸存在下では非存在下に比べ ､ イ ンキ ュ ぺ - シ ョ
ン開始 1時間後から L D H漏出量に有意な増加が観察された. また､ イ ンキ エ ペ - ト開始3
時間後で 比較した時､ サリチル酸の濃度が増加するに従 っ て L D H漏出量が増加 し､ 5m M
以上でサリチル 酸非存在下に比べ 有意な増加が観察された(Fig.1･2). Ian c u〔37〕 らは若年
性関節リウマ チ患児(9歳､ 男児)に発現したア ス ピリ ンによる肝障害で肝生検を行い ､ 肝細
胞膨潤､ 核の収縮､ 粗面小胞体の膨化､ 滑面小胞体の異常増殖などが起きて い るこ とを示
しており ､ 肝細胞のネク ロ ー シス を検出した本実験結果は､ 既報の結果と 一 致して い ると
い える o
一 般にアス ピリ ンの鎮痛効果は血清サリチル酸濃度が 10mg/ dL､ 抗リサマ チ効果は10
～ 30m g/dL(0･73- 2･2m M)で期待される 〔38〕o しかし､ 有効濃度である 20mg/ dL以上
で はすで に耳鳴り､ め まい ､ 頭痛が発現し､ 26mg/ dLを越えると肝障害のリス クが高まる
とされ る 〔38･41〕o こ こ で ､ 本研究で 明らかにな っ た肝御胞障害を発現 しうるサリチル 酸
漉度が ､ 臨床におい て 肝蓉性を発現する血中濃度とほぼ同程度で ある ことに注意したい ｡
5m M のサリチル酸存在下で は､ 肝細胞障害はほぼ確実なものであ っ たが､ 1m M のサリチ
ル 酸存在下で は対照群とほとん ど変わらない ｡ この こ とは､ リウマ チ 患者にア ス ピリ ンを
投与 して ､ 有効性が得られた症例で ､ 多くの場合は副作用もなく安全 に使用で きて い ると
い う事実を反映するもの かも しれない o だが､ そう したアス ピリンの治療上の安全域を逸
脱する要因を抱えた症例 では､ 重篤な肝障害を発症 するリス クは容易に高まるで あろうこ
とが､ 本研究の 結果から予想で きる ｡
ア ス ピリ ンの ように安心 して使用される薬剤で も､ 実はこの ように治療域と中寿域の血
中膿度にあまり差がない . 序論で述 べ たように､ 川崎病の急性期における解熱には今もア
ス ピリ ンが大量投与され るが､ こう した症例 におい て は､ 血中サリチル酸濃度をモ ニ タ ー
する こ とが推奨される場合もある ｡
さて､ L D H漏出を検討 したの と同じサンプル から､ T B A RS 生成量も測定 したo T B A RS
生成量は n m oI M D Aeqtlivale nts/106cells で表したo 5mM サリチル酸存在下の細胞では
イ ンキ ュ ベ ー シ ョ ン開始 1 時間後から､ サリチ ル酸非存在下に比べ て TI〕A R S生成量の有
意な増加が認められた(Fig.1･3)｡ また､ L DH 漏出と同様､ サリチル酸の濃度が増加するに
従 っ て T B A RS生成量が増加し､ 5m M 以上で サリチル酸非存在下 に比べ 有意な増加が確認
された(Fig･1･4)o 反応懸濁液に抗酸化剤であるジ フ ェ ニ ル フ ェ ニ レン ジアミ ン(D P P D)､ ま
たは プ ロ メタ ジンを添加 す ると､ 反応開始か ら 3 時間後まで L D E漏出が抑制された
(Fig.1･5)o T B A R Sの 生成量とI,D H漏出量の 間には正の相関が見られ(r=0.912)､ サリチル
酸による細胞障害に脂質過酸化 の発現が関与 して い る可能性が示された ｡ 生体膜が過酸化
を受ける こ とによりミト コ ン ドリア ､ 小胞体膜な どが破壊されれば､ それ らの 機能は当然
低下すると考えられる ｡ また､ オル ガネラ 内に貯蔵されて い たカル シウムイ オンなどの 漏
出は､ 細胞内シグナル伝達に影響を及ぼ し､ 細胞の ho m e ostasisは失われ るで あろう〔42;43〕o
また､ 酸化 的ス ト レス に よ っ て細胞骨格が傷害されれば､ 膿脂質が破れるの と相乗 して ､
物理的な細胞破壊が進行すると思われる ｡ I+D H に代表きれるタ ンパク質の ような巨大分子
が細胞外に漏出する とい うこ とは ､ 細胞破壊が現実に進行 して いる こ とを示唆して い るも
の と考えられる ｡
生体は酸化的な障害に対 して高度な防御機構を備 えており､ ス ー パ - オ キシ ドア ニ オン
デイ スムタ - ゼ､ カタラ ー ゼなどの抗酸化酵素や､ 還元型グルタチオ ン､ ビタ ミ ン A ､ ビ
タ ミン C､ ビタミ ン E などの非酵素的抗酸化因子が常に 一 定の レ ベ ル を保つ こ とにより生
体内の酸化遺元バ ラ ンス を維持して いる o 本実験条件下でも､ 細胞内 G S H の低下は見られ
て い た｡ T B A RS は生体成分のサンプル におい て は､ 莱雑物質によっ て酸化的ス■トレス の結
果を純粋に反映しない 場合もあるが ､ 本実験系におい ては抗酸化因子である G SfI含量も低
下 したこ とから､ サリチル酸による肝障害の過程 で強い 酸化的ス トレ スが発生して い ると
結論付ける こ とがで きる ｡
一 方､ ラ ッ ト遊離肝細胞系にサリチル酸を添加する同様の条件下で ､ 細胞内 AT P含量を
測定した｡ イ ンキエ ペ - シ ョ ン開始直前を0分とし､ 以後､ 薬液添加 5､ 10､ 15､ 30､ 60
分後に細胞懸滞液を 一 部取 っ て ､ 経時的に AT P含量を追跡したところ､ イ ンキ ュ ベ ー シ ョ
ン時間依存的､ かつ サリチル酸濃度依存的に細胞内 A TP含量が低下 し､ 特に 5m M サリチ
ル酸存在下ではイ ンキュ ベ ー シ ョ ン開始直後の 1分後から細胞内A TP の顕著な減少が観察
された(Fig.1･6,17)o その後､ 3時間まで反応 させ た場合でも A T P含量が回復するこ と披な
か っ た (data n otsho w n).
きらに､ 単離ラ ッ ト肝ミトコ ン ドリア懸濁液 (1mgprotein/mL) に終演度 10､ 60､ 100
〟M､ 1､ 5m M とな るようにサリチル酸を加え､ State3呼吸 ､ state4呼吸 に つ いて 呼吸速
度の変化 を調 べ た (Fig.1-8). その結果､ state3呼吸は､ サリチル酸濃度依存的に抑制され､
6m M サリチル酸存在下で はほぼ完全に消失したo 一 方､ State 4 呼吸ではサリチル酸 100
〟M までは濃度依存 剛羊活性が上昇したが､ それ以上の溝度では逆に抑制されたo また､
state3/st?te4で 表される呼吸制御比 (re spirato ryc o ntr olratio､ R C比)はサリチル酸濃
度依存的に低下 した (Table1)｡
ミトコ ン ドリアは酸素を消費して AT P合成を行うオル ガネラで あるo intactなミトコ ン
ドリアで はこの酸素消費と AT P合成は密接に連動しており(共役- qc o upling -)､ こ の時の
活性呼吸 ､ または state3呼吸と呼ぶo それ に対し､ 酸素は消費するが､ AT Pを合成しない ､
共役が外れた状態の呼吸を静止呼吸､ または state4呼吸と呼ぶ o 脱共役剤はミトコ ンドリ
ア内膜を墳に したプロ トン勾配を失申せ るので ､ AT P合成を伴っ たstate3呼吸は著しく減
帝するが､ 脱共役剤が存在したとしてもそれが微量で ある場合は､ 失われたプ ロ トン勾配
を取り戻そうと して電子伝達系が酒性化す る｡ すなわち state4呼吸は薬物非存在時よりも
先進する｡ 脱共役剤の濃度が高くなると､ プロ ト ン勾配が完全 に失われ､ state4 呼吸も強
く抑制される ｡ この現象は脱共役剤に特徴的で あるとされる 〔44〕｡ プロ トンは､ 爵酸性で
か つ 適度な脂溶性を有す る物質に よ っ て ミ ト コ ン ドリ ア内膜を容易に 透過 す る ｡ 酸性
NS AID はち ょう どそう した物性を有して おり ､ 脱共役作用が知られて い るもの が多い
〔45,46〕｡
また､ 細胞のネク ロ ー シス ､ アポ ト - シス を制御する 因子 として ミトコ ン ドリア内膜透
過性遷移(M ito cho ndrialper me abilitytr an si也on : M P T)が重要で あるが ､ サリチル酸をは
じめとする N S AI Dや脱共役剤は M P Tを誘導するこ とが知られて い る〔47･52〕o M P Tは､
ミトコ ンドリア内膜に存在する m ega･chan n elで ､ アデニ ンヌ クレオチ ドトラ ンス ロ ケ 一 夕
-
､ シク ロ フ ィリ ン D､ 電位依存性ア ニ オ ンチ ャ ネルな どの タンパ ク質の複合体であると
予測されて おり ､ これらのタ ンパ ク質分子中に存在するチオ ー ル基が酸化を受けて生 じる
構造変化によ っ て ､ 分子量 1500 Da 以下の物質を非選択的に通過させ る po r¢ を形成すると
考えられてい る 〔53,54〕o n o白t〔5幻､ Al･ Na ss 即〔56〕 らはサリチル酸も M P Tを誘導す
るこ とを報告して い るo ア ス ピリン服用歴との因果関係が疑われる Reye 症候群の病理にも､
M P Tが関与して い る可能性が指摘されて い る 〔56,67〕.
AT Pの枯渇と脂質過酸化の先進は､ ほぼ同程度の濃度のサリチル酸存在下で 発生するた
め､ サリチル酸の肝障害にはこ の 2 つ の 要因が関与 して い ると推測された ｡ 酸化剤は､ ミ
トコ ンドリア内の N A D P臥 遺元型グルタチオ ンな どの抗酸化防御因子を失わせ る o こ の
ため､ ミトコ ンドリア内で は､ 呼吸鎖から発生する(le ak する)活性酸素を消去で きなくなり､
過剰の括性酸素がシクロ ス ポリ ン感受性 m ega- cha n n el のチオ ー ル基を酸化 してジスル フ
ィ ド架橋反応 を起こ し､ po Te を開放すると考えられて い る〔58･60〕o M P Tが誘導されると
ミ トコ ン ドリア脱分極 ､ s wellin臥 イオン漏出､ 酸化的リン酸化 の脱共役が惹起され ､ ミト
コ ンドリアの AT P合成能は失われ るo したが っ て酸化的ス トレスは M P Tを誘導 し､ 細胞
内 AT Pを減少きせ る原因となりうる o 実際に､ 低分子量の過酸化脂質で 酸化剤としての作
用を有する t･ Bt10 0 Hは M P Tを惹起し､ 細胞内 AT P含量を低下させ る こ とが知られて い
る 〔61〕｡
ところで還元型 ダルクす オンはミトコ ンドリア内の 主要な抗酸化因子であ るが､ ミ トコ
ンドリア内で はグル タチオ ンは合成されず､ サイ トゾル申の グルタチオンを取り込む こ と
によ っ て グルタチ オンレ ベ ル を維持して い る o サイ トゾル におい て ､ グルタチオンは γ - グ
ル タミル シス テイ ンシ ンタ - ゼ､ グルタチ オン シ ンク - ゼ によ っ て生合成されるが ､ こ の
反応はいずれも A T P depe ndentな反応で あるo したが っ て ､ 細胞内A T P レベ ルの低下は､
細胞内抗酸化因子の生合成を抑制し､ 酸化的ス ト レス に対する感受性を高め る｡ この よう
に､ 細胞内 AT P減少と酸化的ストレス とは相互的に関わりあ っ て いるとい える ｡
Nieminen 〔61〕 らは A T P レベ ルが 20%以下 に低下した状態が続い た時に細胞のネク ロ
ー シス が起こ るこ とを報告 し､ 同様の傾向が Wu 〔63〕 らによ っ ても示されて い るo 本研究
の結果でも､ A T Pはイ ンキエ ペ - ト開始か ら5分以内にほとんど枯渇して い るが､ L D H漏
出に有意な差が現れるの はイ ンキ ュ ベ ー ト開始 1時間後からで ある(Fig.1･1inset)o 酸化杓
ス トレスはこ の間も進行 しており(Fig.1･3)､ また､ 酸化的ス トレス の抑制によ っ て 細胞障害
が部分的に抑卸される こ と(Fig.1･5)を考えると､ サリチル 酸の肝細胞障害にお い て酸化的ス
トレス の関与は小さくない と考えられる ｡
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Oxygen Con s umptio n rate
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0 5 4.99±2.5 3 10.0 5 ±0.1 5 ･5.4 7 ± 瓜59
0.01 52.66 ±2.99 10.5 8 ±0.96 5.00 士0.5 0
0.05 41.22 ±3.8 9* * 1 2.9 3 士1.16 * 3.21± 0.46* *
0.1 32.81±6.5 3 *. 18.49±1.50 * * 1.7 7 ± 0.3 3* *
1 8.97士2.9 0 * * 7.61±3.62 1.33士 0.49 * *
5 2.5 9 ±1.02 * * 2.58±1.Ol * * 1.00士0.01 * *
TabLel
Effectofsalicylic acidon oxygen co n sumptio ninis o)atedrat‥v er mito chondria.
Re spjratoryc o ntro)ratio(R Cr atio)wa scalc ulated fr om the valu e ofstates and
state4.(n= 3, *, * *:p<0.05,p<0.005respectively. Signific ant)ydiffe re ntfro m
the value ofOm M s alicyJic a cid.)
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【小括】
1. ラ ッ ト遊離肝細胞をサリチル酸と共にイ ンキ ュ ぺ - 卜した結果､ 反応時間依存的かつ サ
リチル酸濃度依存的な LI) H漏出および T B A RS上昇が観察された. L DI寸濁出は､ 抗酸化
剤 D王)P Dまたはプ ロ メタ ジ ンの共存下におい て有意に抑制された ｡
2. 単離ラ ッ ト肝ミトコ ン ドリアをサリチル 酸とイ ンキ エ ペ ー 卜 した結果､ state8呼吸はサ
リチル 酸濃度に従 っ て減少し､ state4 呼吸は低濃度サリチル酸存在下で先進 したものの ､
高濃度で は減少した｡ 以上よりサリチ ル酸がミ トコ ン ドリア酸素消費に対し脱共役剤とし
て作用 してい る こ とが確認されたo また､ 細胞内 AT Pはイ ンキ エ ペ - ト開始後速やかに減
少し､ 反応開始 1時間後には初期量 の 5%程度に低下した｡
以上か ら､ サリチル 酸の惹起する肝細胞障害の原因として酸化的ス トレス と細胞内 AT P減
少が考えられた｡
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第ニ牽 シ トク ロ ム P450酵素に よるサリチル酸の酸化代謝と酸化的ス トレス
第 一 車で述べ たように､ サリチル 酸による肝細胞障害には､ ATP レ ベ ル の低下が起こ っ
た細胞に酸化的ス トレス が重な っ て致命的な細胞障害が発現するとい う番性発現機構が考
えられた｡ AT P含量を低下させる原因として は､ ミトコ ンドリア に対する脱共役作用が従
来から捷喝されて い たが ､ それに比 べ酸化吋ス トレス は､ これまでサリチル酸の惹起する
肝障害におい てはあまり注目されて こなか っ たo にもかかわらず､ 第 - 章で述 べ たとおり､
サリチル酸が惹起する酸化的ス トレスは､ 肝細胞障害において 頼視で きない要因であるこ
とが判明したが､ その由来に つ い て は詳細は不明で ある ｡ そこ で本章では､ サリチル 酸に
よる酸化的ス トレス の発生源につ いて ､ よりミクロ な視点から検討を加えることと した｡
細胞内の活性酸素の主要な産生源はミトコ ンドリアで あり､ 電子伝達系が酸素を遺元す
るうちの - 部は 02一 に変換される o こ の 021 から生成する 托202 は､ ミトコ ン ドリア内に豊
富に存在する遺元型グルタチオ ンによっ て H20 に解毒されが､ 脱共役作用や M P Tは､ こ
う したグルタチオ ンを中心と した redox バ ラ ンス を崩壊ぎせ る . 一 方､ シトクロ ム P450酵
素に よる - 酸素付加反応 の過程からも括性酸素が脱共役して ､ 酸化的スト レス を発現 しう
る ことが知られて いる 〔64･68). サリチル酸は P 450 によ っ て代謝され､ 2,6･ ジ ヒ ドロキシ
安息青酸(2,6･ D11B)に変換されるため, サリチル酸の惹起する酸化的スト レス に P 450が関
与する可能性がある o 本章では ラッ ト肝ミク ロ ゾ ー ムを用い ､ サリチル酸と P460 による代
謝反応との関係をより詳細に調べ る目的で サリチル酸の代謝物の生成挙動を調 べ ､ 購質過
酸化との相関性につ い て検討した｡
【実験方法】
肝ミクロ ゾ ー ムは､ Om 一∬ a とSato の方法 〔69〕 に従 っ て ､ 7週齢の W istay 系雄性ラ ッ ト
から調製したo
2･1 P 450 によるサリチル酸の代謝反応
反応条件 :肝 ミクロ ゾ ー ム 1mgpr otein/ mL
MgC12 5m M
o.1M Kpi btlf6er(pH 7.4)
最終濃度より 100倍高濃度のサ リチル酸(メタノ ー ル溶液)を滞加し､ 37oC で 5分間イ ン
キエ ペ - 卜した後､ 50m M N A D P Hを､ 終濃度 o.5m M となるように添加 して反応を開始
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した｡
通常の 阻害剤溝力口実験で は､ 肝ミクロ ゾ ー ム系に阻害剤､ も しくはスカベ ンジャ ー を添
加 して 37oC で 5分間プ レイ ンキ ュ ぺ - シ ョ ン した後に N A D P Hを漆加 して反応を開始したo
m echani釦 n･ba sed inhibito Tを用 い た阻害実験で は､ 阻害剤共存下で 5分間プ レイ ンキ ュ
ぺ - 卜した後､ N A D P Hを漆力H L,､ さらに 10分間イ ンキ エ ペ - トを行 っ た後にサリチル酸
を漆加 して ､ その 後継続してイ ンキ エ ペ - トを行 っ たo
2･2 脂質過酸化の測定
1- 1と同様に､ Buege と Au st〔3幻 の方法によ っ て測定 した Q
2･3 2
,6I ジ ヒ ドロ キシ安息香酸の測定
イ ンキ ュ ベ - ト終了後反応懸滞液を 1mL取り ､ 100〟L 3 N HCIO4 を加えて反応を停止
したo 挽拝後､ Be ckm a nM icrofugeE で 10分間遠心分離して蛋白成分を除き､ 上浦1mL
に内部標準物質と して 2βm M 2,4･ ジ ヒドロ キシ安息香酸50〟L および酢酸エ チル 5m Lを
加 え､ 2分間挽押して抽出を行っ たo 3000rpm で 15分間遠心分離を行い ､ 上浦 4mL を滑
去 してサ ンプル と した｡
HPIJC条件は Pr a sad らの方法 〔70〕 を参考に したo
H P LC条件 :
カラ ム Ine rtsil O D S
移動相 30m M ク エ ン酸 ･ 30m M 酢酸 緩衝液 (pH 3.6): メタノ ー ル 85: 15
涜速 o.8m L /min
検出器 U Vspectrom etx)r(波長315n m)
なお､ 代謝物を測定する隙の反応懸濁液中には､ 酸化的ス トレス による代謝活性の低下
を防止する ために抗酸化剤としてデ フ エ ロ キサミン(終演度100LLM)を滞加 したQ
2･ 4 タ ンパ ク定量
ラ ッ ト肝ミ ク ロ ゾ ー ムのタ ンパ ク定量は Low ryらの方法 〔7 1〕 に従 っ て行っ た｡ タ ンパ
ク質標準物質には牛血清ア ル ブ ミンを用い た｡
【結果 ･考察】
サリチ ル酸は通常生体内にお い て - 部が肝代謝を受けて排推 される ｡ その うち約 60-
70%がグリシ ン抱合､ 20- 30%がグル クロ ン酸抱合を受け､ 残りの数%は P 450 によっ て 5
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位が水酸化され ､ 乳5･ D H B に変換されると報告されて い る鳴chem e1〔EI,72･74〕)o wilson
らによれば､2,5･ D H B自身も後に グリシン抱合 ､ グルタ ロ ン酸抱合を受けて 排推される〔76〕.
ア ス ピリ ンの肝障害の発現リス クは血中サリチ ル酸濃度に依存すると考えられるて い る
が､ アス ピリン投与量を 65mg/kg から､ 商用量 100m嘗/kg に増量する際､ 投与量の変化
約 60% 増に対し､ 血中濃度は約 3倍に跳ね上がるという 〔76〕. しかし､ 商用量で は(1日
軸 〔77〕)グリシ ン抱合､ グルク ロ ン酸抱合とも飽和 し､ グリ シ ン抱合体の排准率は全体の
40 %程度を占め る に過ぎない o かわ っ て ､ 束変化体の排鞭率が 36% に上昇 し 〔77･80〕､
2,5･ D H B の生成量も増加する〔80〕｡ こ のようにサ リチル酸の体内動態は投与量の変化 に伴
つ て変化 し､ 血中サリチル 酸濃度が中毒域にまで 達した時の P450 の関与する反応は重要で
あると考えられる o
ラ ッ ト遊離肝細胞にサリチル酸を添加し､ 2,5･ D H B の生成挙動を調べ た結果､ 6m M のサ
リチル酸存在下におい て ､ 反応時間依存的に 2舟D H B の生成が観察され､ その生成挙動は
T B A RSの 生成挙動とパ ラ レル であり､ サリチル 酸の代謝と脂質過酸化の惹起には何らかの
関連性のある ことが示唆される(Fig.2･1)oそ こで 本章ではサリチル酸の代謝と脂質過酸化と
の 関連性につ い て 肝ミクロ ゾ ー ム を用い て調べ ､ ざらに両者に関与する P 460分子種の検索
を試みた｡
ラ ッ ト肝ミクロ ゾ ー ム (1 mgpr otein/ mi) を含む反応系に最終濃度5m M となるように
サリチル酸を漆加 し､ N Al )P H漆加後37oC でイ ンキ エ ペ - トしたときの T B A R S生成量の
時間推移を調べ た結果､ 反応時間依存的なT B A R S生成の上昇が認められた(Fig.2･2). また､
Im M ､ 5m M ､ 10皿 M のサリチル酸存在下で肝ミクロ ゾ ー ムを30分間イ ンキエ ペ - 卜する
と, サリチル酸濃度依存的に T B ARS生成量が増加 した(Fig.2･3)o これらの結果は､ 第 一 章
で述 べ たように､ サリチル酸がラ ッ ト遊離肝細胞に対 して 酸化杓ストレス を惹起する こ と
を ､ 肝ミク ロ ゾ ー ム にお い て再 現したも の と い える o P 45 0 の非特異的阻害剤で ある
S K F･525A の存在に よ っ て T BA RS生成が有意に抑制されたこ とと､ N A D P Hを添加せず
に 37oC で 30分間イ ンキ エ ペ - トした場合には､T B A R S生成がほとんど見られない こ とは､
こ こ で見られた胎質過酸化がP 450の代謝反応 と関係して い ることを示唆 して い る . 以上の
事実から､ サリチル酸の誘導する脂質過酸化と P 450の代謝反応との間には密接な関連性が
あると考えられた ｡
さて ､ 同様の反応系で ､ 6m M サリチル酸の存在下で ラ ッ ト肝ミクロゾ ー ムを､ 3 7oCでイ
ンキ ュ ぺ - 卜する と､ 反応時間依存的な 2,5･ DH Bの生成が見られ､ その生成挙動は T B A RS
の 生成の様子とほぼパラレルで あると考えられた(Fig.2･4).
0.05m M から 25m M まで のサリチル酸存在下で肝ミク ロ ゾ ー ムを 20分間イ ンキ エ ペ ー
卜し､ サリチル酸濃度に対して 2,8･ D H B の生成速度をプ ロ ッ トすると､ M ichaelis I Me nte n
型の曲線となり､ 最小二 乗法 によ っ て解析した結果､ 反応は 1相性で ､ E m ､ V m a又 は､ そ
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れぞれ 1･35士0･83(m M)､ 0･18±0･04(n m ol/mgprotein/min)と算出された(Fig.2･5)o これ
らの値はIngelman ･S undbergらの報告した値と近く､ 本実験でも同様の傾向を確認したと
い える 〔81〕｡
P450分子種に非特異的な阻害剤である SK F･525 Aおよび シメチジ ンは､ 2,6･ D H B､
T B A RS い ずれの生成も有意に抑制した(Fig.216)o M ile sら〔8幻 によれば ､ S K F･525A に
は抗酸化作用があり､ それは S K F1525A共存下 にお ける T B A R S の定量に影響すると考え
られる ため､ 抗酸化活性を有しない シメチジ ンで追試を行 っ たが､ その場合も強い T B A R S
生成抑制が観察された o この こ とか らも､ サリチル酸の誘導する脂質過酸化に P 450を介し
た反応が関与 して い る こ とが示唆されるb とこ ろで P 450 には多数の サブフ ァ ミリ ー が存在
し､ それ らの発現比率は動物樽､ 性別な どによ っ て異なり､ 脂質過酸化に対する影響も分
子種によ っ て差異がある o そこ で各分子種の阻害剤共存下における 2,5･ D H B及び T B A RS
の生成量の変化を調べ た ｡
i)C Y PI A
C Y PI A の阻害剤として 知られるフ ェ ナセ チ ンを 100/上M 添加した場合､ 2舟I) H B生成
量 ､ TBA RS 生成量 ともに ､ 阻害剤非存森下に比 べ 変化が見られなか っ た(Fig.2･6)o したが
つ て CY P IAはサリチ ル酸の代謝虫よび脂質過酸化には直接関与 しない こ とが推測された o
丘)CYP 2B
CYP 2 B の阻害剤で あるク ロル プロ マ ジンを 100jLM 添加 した場合､ T】∃A R S生成につ い
て は有意な抑制を示 したもの の ､ 2,5･ DHB生成に は強い抑制作用を示さなか っ た(Fig.2-6)Q
IOOJLM クロル プロ マ ジ ンはt･ Bt10 0 H依存性脂質過酸化を抑制するため ､ こ こで見られた
でB A R Sの生成抑制はクロル プ ロ マ ジンの抗酸化作用に起因する可能性がある ｡ そのためサ
リチル酸の惹起する脂質過酸化に対する抑制効果を正確に判定する ことはで きなか っ たが､
C Y P 2Bはラ ッ ト肝にお い ては発現量の少ない 分子種であり､ C Y P2 Bはサリチル酸の水酸
化に関わる m ajo rな代謝酵素で はない と考えられる o
ii)C YP 2 Cll
雄性ラ ッ トの主要なP 450分子種で ある C Y P2 Cl lの 阻害剤と して ジクロ フ ェ ナクを加え､
ラ ッ ト肝ミク ロ ゾ ー ムをサリチル酸と共にイ ンキ ュ ベ - ト し､ 2,5･ D H B生成量と T B A RS
生成量 の 変化を調 べ た結果､ 両者ともジ ク ロ フ ェ ナク濃度依存吋に生成が抑制された
(Fig.2- 7)o ジク ロ フ エ ナクは CY PIA､ 2臥 3A には影響せず､ N A D P H存在下で CY P 2Cll
によ っ て永酸化体を生 じ､ その結果 2C lを阻害する m e cha nism ･ba sed inhibitorで ある
〔83〕｡
また､C Y P2 Cl lは雄性ラ ッ ト肝に特異的なP 450分子種で あり性差を有する酵素で ある ｡
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そこで ､ 雌性ラ ッ トか ら調製した肝ホモ ジネ - トの 9000×g 遠心後の上浦､ いわゆる S･9
分蘭を､ N A D P H存在下で サリチル酸と共にイ ンキエ ペ - 卜すると､ 2,5･ DH B生成量､
T B A RS 生成量は雄性ラ ッ トの S･9分画の約40 % であるこ とが明らかとなり(Fig.2･8)､ 以上
の結果から､ C Y P 2 Cll はサ リチ ル酸の代謝および脂質過酸化に関与する P 460分子種の 一
つ で あると考えられた｡
iv)C Y P5≧El
次に CY P2 E l の関与に つ い て調べ るために､ CYP 2El の m echanism ･based inhibit. rで
あるジエ チル ジチオカル バ ミン酸 〔84〕 およびジア リル スル フ ァ イ ド〔85〕 をラ ッ ト肝ミ
クロ ゾ ー ム とイ ンキエ ペ - 卜 した後に､ サリチル 酸を加え､ 反応させ た結果､ 2,5･ D H B生
成量 ､ TBARS生成量 は有意に低下 した(Fig.2･9)o この結果か ら､ サリチル酸の代謝に
CY P2E 1が 関与す る こ とが 示 唆き れ た o Dupo nt は ヒ トの ミ ク ロ ゾ ー ム で 〔86〕､
Ingelm a n
･Sundberg は再構成系 〔81〕 で ､ それぞれサリチル酸が C YP 2E l によ っ て代謝
され るこ とを明らか に して おり ､ 動物種こ そ適うが本研究の結果からも 同様の結静が得ら
れたとい える. ジアリル ス ルフ ァイ ドを漆加 した場合､ 2舟D HB 生成抑制､ T B A R S生成
抑制には阻害剤濃度依存性が見られたが､ ジ エ チル ジチオカル バ ミン酸の場合は 2舟 D H B
生成をほとん ど抑制しな い漉度域におい ても T B A RS 生成はほぼ完全に抑制された｡ これは
ジュ テル ジチオカルバ ミン酸自身に抗酸化作用がある ためと考えられる｡
Ⅴ)CY P 3A
C Y P3 A の競合的阻害剤で あるケトコナゾ - ル を加え､ 同様に 2,6- D H B生成量と TB A RS
生成量 の変化を調べ た結果､ ケトコ ナゾ - ルは2,5･ D H B生成を抑制し､ その程度はケトコ
ナゾ ー ル洩度に依存して高くなっ た｡ 一 方､ T B ARS生成量は､ 0.1〟M ケトコ ナ
}
1)L ル の
存在下で は､ ケトコ ナ ゾ - ル非存在下よりも高く､ ケトコ ナゾ - ル濃度が高くなるに連れ
て T B A R S生成量は抑制された(Fig.2･10)o N A D P H存在下において ､ ミク ロ ゾ ー ム を 1〟
M ケトコ ナゾ - ル とイ ンキュ ぺ - 卜すると､ サリチル酸 5m M 存在下と同程度の T B A RS
生成が見られるため､ ケトコ ナゾ - ル存在下での T B A R S生成量につ いて は明確で はない .
したが っ て ､ CY P 3Aは､ サリチル酸の水酸化には関与するものの ､ サリチル酸の酸化的ス
トレス に関与するか どうかは断定で きなか っ た ｡
以上の ､ サリチル酸が惹起する脂質過酸化反応および代謝物の生成に対する 阻害剤の抑
制効果の検討から､サリチル酸の代謝反応 に関与する分子種と して はC Y P 2Cll､C Y P 2E l､
C Y P 3A の 3種が考えられ､ そのうち2 Clと2E lは脂質過酸化反応にも関与 して い ること
が示唆された｡ ジタロ フ ェ ナクには抗酸化作用は認められず､ また雌ラ ッ トの S 9における
T B A R S生成量が碓の それよりも著しく低い こ とな どから､ 2Cll はサリチル酸の惹起する
脂質過酸化にお い て中心的な役割を果た して い るもの と考えられる｡ しか し､ 従来の研究
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では､ 2Cllは特に代謝反応と脂質過酸化との関連性に つ いて指摘されて きた分子種ではな
い o ジタロ フ ェ ナクも CY P2Cl lによ っ て代謝されるが､ 脂質過酸化を惹起しない こ とが分
か っ て おり､ 2Cllがなぜサリチ ル酸の代謝の場合に限 っ て脂質過酸化反応 を惹起す るの か
に つ い て は､ 更なる検討が 必要で ある｡
一 方 C Y P 2E lは代謝反応に伴う脂質過酸化を惹起するこ とが多い 分子種として知られ､
CY P 2El の酵藤誘導とと 引 こ脂質過酸化も誘導される こ とが知られてい る 〔87〕o その原因
は明確で はない が､ C YP 2El は高ス ピ ン状態で ミク ロ ゾ ー ム か ら単離された経緯から､ 基
質分子が結合しなくとも還元されやすい 性質を有 して い る と推測されて い る 〔88･91〕o ま
た､ アス ピリ ン2･8m m olrkgを投与したラ ッ トでは ､ 24時間後に C YP 2E l のmR N Aが誘
専されたという報告が ある 〔92,93]. 本研究にお いて はin viv o の検討は行っ て いないが､
実際に生体にサリチル酸が投与された場合には､ CY P2E lはサリチル酸に よる酸化的ス ト
レス におい て重要な役割を果たす可能性が考えられる ｡
Gu nthe r らは､ サリチ ル酸を投与 したラ ッ トの肝ミク ロ ゾ - ム およびミ トコ ンドリアで
T B A RS生成が増加 して い る ことを見出し､ その理由として ､ サリチ ル酸が鉄イオンとキレ
- トを形成し､ 酒性酸素の 生成系として知られる Al jP･Fe3十と同様の機構で脂質過酸化を惹
起すると提唱 して い る 〔31,94〕o Schw ar zも､ N Al )P H存在下で ミク ロ ゾ ー ム をアス ピリ
ンと共にイ ンキエ ペ - 卜 した結果､ 脂質過酸化が惹起される こ とを見出し､ ア ス ピリンが
鉄イ オ ンとキ レ ー トし､ H aber･ Weiss反応における Fe2.の 自動酸化を促進す るこ とで ､ 脂
質過酸化を誘導すると述べ ている 〔95]o 肝ミクロ ゾ ー ム には非ヘ ム鉄として フ ェ .) テンに
由来する鉄が含まれており
-
〔96〕､ サリチル酸による脂質過酸化反応には､ こ う した反応系
中の鉄イ オンとサリチル 酸との化学的な反応も寄与 して い るもの と考えられる ｡ しか し､
代謝阻害剤の存在によ っ て ､ T B ARS生成が抑制され るとい う事実は､ サリチ ル酸によ っ て
惹起される酸化的ス トレス にとっ て､ P 450 による代謝反応 が不可欠である こ とを示 して い
ると考えられ ､ 本研究の 結果からサリチル酸は少なくとも C Y P 2Cll､ C Y P 2Elの 2つ の分
子種に よる代謝反応が原因とな っ て酸化的スト レス を惹起する可能性が示された｡
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【小括】
1･ 肝ミク ロ ゾ ー ム の 系におい てもサリチル酸洩度依存的な T B A RS の 増加が見られ､ それ
と同時に代謝物2舟D H Bの生成が観察された｡ こ れらの反応は N A DI,H の存在しない 系に
おい ては観察されず､ また両者とも P450 の非特異的阻害剤である S K F 溺 5A､ またはシメ
チジンによ っ て有意に抑制されたQ
代謝物の 生成挙動は M icha eh針Me nte n の 式 に従い ､ Km は 1.33m M ､ Vm a又 は
0.18n m ol/mgprotein/min で あ っ たo
2. ラ ッ ト肝ミク ロ ゾ ー ム におけるサリチル酸の水酸化代謝には CYP2 Cll､ 2Elおよび 3 A
が関与 し､ そのうち､ CY P2 Clはサリチ ル酸の誘導する脂質過酸化反応に大きく関与 して
い る可能性が示唆された｡
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第三牽 サリチ ル酸の惹起する酸化的ス トレス に関与する酒性酸素種の極微
弱化学発光による検討
繊胞成分を酸化 し､ いわ ゆる酸化障害を引き起こ す活性に富んだ酸素種 を総称 して 活性
酸素とい うo 基底状態の酸素の 1電子選元種であるス - パ ー オキシ ドア ニ オン(02･)､ 2電子
還元種で ある過酸化水素､奄子励起状態の駿東分子である - 重項酸素(102)､ ヒドロ キシラ ジ
カル(･O H)､ 金属 一 酸素錯体(Fe2' ･ 0 ザe8.など)がその 主なもので あるo 広義で は上記の酸素
種と生体が有する不飽和脂肪酸との反応に由来する脂質ペ ルオ キシラ ジカル(L O O･)､ アル
コ キシ ラジカル(LO ･) や､ 過酸化水素と Cl-から生じる次亜塩素酸､ OB･ と N Oから生成する
ペ ルオキシナイ トレ ー ト(ON O O･)なども活性酸素に含むo
極微薗化 学発光 (ultr aweak chemi lu min esc e nc e)は活性酸素の 一 種である 一 重項酸素
(log) ､ または励起カ ルポ ニ ル (L=0*) に由来する極めて微弱な光で ある o こ れらの塙性酸
素種は エ ネル ギ ー 的に不安定な励起状態にあり､ それぞれ基底状態で ある三 重項酸素､ ま
たはカルポ ニ ル基に遷移する際に フ ォ トンを放出 し､ それがケミルミネッ セ ンス と して検
出される 〔97,98〕o 一 重項酸素や励起カル ポニ ル はヒ ドロ キシラ ジb)レや過酸化水素な ど
と比 べ ると脂質過酸化に対する寄与は大 きくな い と言われてい るが､ 一 方､ リン脂質を構
成する不飽和脂肪酸の 二 重結合と反応し､ 過酸化リ ン脂質を生成する と考えられて い る
〔99･101〕｡
脂質過酸化の最終産物である T B A RS を検出する 一 方で ､ 酸化的ス トレス の原因となる清
性酸素を直接的に検出する こ とも有用である｡
肝ミクロ ゾ ー ムが種々の 活性酸素を生成して い る ことは多くの研究者によっ て明らかに
されて い る〔6,7,6 6,102,103〕が､ How e sとSte ele は､ ラ ッ ト藤ミク ロ ゾ ー ム系におい て ､
Nj W P H濃度依存的に C Lが上昇する こ とを見出 した 〔104,105〕o
本章で は､ サリチ ル酸の代謝によ っ て 誘発される脂質過酸化反応の際に発生 する活性酸
素様 に つ い て ､ C Lを利用して検討した｡
【実験方法】
3･1 抗酸化剤添加実験
肝ミク ロ ゾ ー ムの反応系組成は第二章 【実験方法】 に準ずる｡
抗酸化剤として は S O D､ カタラ ー ゼ､ D PP D､ ヒスチ ジ ン､ T B AR Sを測定する際は反
応開始前にミク ロ ゾ ー ム懸濁液に添加 し､ 5分間の プ レイ ンキ ュ ぺ - トを行っ た｡
3- 2 ラ ッ ト肝ミ クロ ゾ ー ム系および ラ ッ ト遊離肝細胞系 における化学発光の検出
ラ ッ ト肝ミクロ ゾ ー ムの反応系組成は第二 章 【実験方法】 に ､ ラ ッ ト遊離肝細胞の反応
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系組成は弟 - 車の 【実験方法】 に準ずる ｡ ケミル ミネッ セ ンスの測定 には泉北電子産業製
の single photo ele ctr o n c ounteT､ C LD･10および CL･110を用い､ 測定に当た っ て は､ ラ
ッ ト肝ミク ロ ゾ ー ムの場合は次の 二 法の どちらかを､ ラ ッ ト遊離肝細胞において は②を用
い た｡
①化学発光検出器の 試料室内に ラ ッ ト肝 ミク ロ ゾ - ム(1m g pr otein / mL)を 1mL いれ､
NA DPH を添加することにより反応を開始した o l 分間ごとに発光量をカウントし､ 30分
間にわた っ て測定 したo
②遮光下 ､ 37oCで ラ ッ ト肝ミクロ ゾ ー ムまたはラ ッ ト遊離肝細胞をイ ンキエ ペ - 下し､
規定の 時間にサ ンプリ ングした反応液 1mL を化学発光検出器の試料室に入れ､ 1分間の発
光量を測定した｡
計3 化学発光のス ペ ク トル の測定
測度は束北葡手渡業株式会社 (宮城県､ 利府町)に依頼した｡
肝ミクロ ゾ ー ムの反応系組成披第ニ 章 【実験方法】 に準ずる o 化学発光検出器 の光電子
増倍管gate tim e は 1秒間に設定 した o
430n m - 680n m の ､ 各波長以外の光を shutoutするガラス フ ィルタ - を連続的に挿入 し､
10 皿 間隔で発光量の 差をとるこ とにより､ それぞれの波長におい て発せられる光子数をカ
ウ ントした ｡
光子数は補正計算処理 した後に relative po w erlev el(pe r ce nt)として表示 したo
【結果 ･考察】
ラ ッ ト肝ミクロ ゾ ー ム (1 m g protein/ ml)を含む反応系に 10m M の サ])チ ル酸､ および
抗酸化剤を添加し､ 37oC､ N AI)P H存在下でイ ンキ エ ペ - 卜した結果､ D P P D､ ヒスチジ
ン添加群におい て T B ARS生成が有意に抑制された(Fig.3-1)o また､ S O D､ カタラ - ゼ漆
加群にお いて も､ 有意で はないものの T B A RS生成は減少傾向を示したo ヒスチジ ンは 一 重
項酸素の 8Ca V enge r であるこ とが知られており 〔106･108〕､ ヒスチ ジン存在下で T B A R S
生成が強く抑制された ことから､ サリチ ル酸に よ っ て惹起される脂質過酸化反応 にお いて
一 重項酸素が重要な役割を果た して い る ことが推測される o
ラ ッ ト肝ミクロ ゾ ー ムを含む反応系にサリチル酸を添加し､ 37oC に保っ た C L検出器の
測定室内でイ ンキ エ ペ - ト したときの化学発光を 1分間隔で測定 した (Fig.3･ 2)o サリチル
酸存在下に おい て は薬物非存在下に比べ て有意に高い 発光量が検出され､ また発光の程度
はサリチル酸濃度に依存 して高くなっ た｡
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C Lを測定した直後の反応懸濁液を採取し､TB A RS､2,5･ D H B生成量を測定 したところ ､
通常の環境下で検出され るのと同等の結果が得られたこと､ また C L の上昇がT B AR S の上
昇とパ ラレルであるこ とな どから､ ここで観察された CL の上昇はサリチル酸の P･450 に
よる代謝反応 に起 因するもの と考えられた｡
また､ N A D P Hを漆力口してサリチル酸の代謝反応を開始させた 10分後に､ 終濃度5m M
となるよう に ヒス チ ジ ンを 捌口した場合､ そ れ以降の化学発光 の増加 が有意 に抑制された
(FI紳 S)o 先述の とおり､ ヒス チジ ンは - 重項酸素の sca ve喝 er であるo また､ それ自身
は - 重項酸素に よる酸化を受けない が､ - 重項酸素と相互作用 して 共清させ る化合物を
que n che r( 消光剥) と呼び ､ 代表的なもの として生体成分で - 重項酸素の quen che r とし
て知 られて い るもの にβカ ロチン ､ α トコ フ ェ ロ ー ル などが挙げられる 〔109･ 11払 ヒス
チジンを反応開始前から添加 したときに ､ その後の脂質過酸化が発生しなか っ たこ とは､
ヒスチジ ン によ っ て消去される - 重項酸素が､ サリチル酸による脂質過酸化反応の初期段
階に関与して い る ことを示唆し､ また､ 脂質油 断ヒ反応の進行中に添加 したヒスチジンが､
その後の脂質過酸化の 充進を抑制したこと臥 一 重項酸素が反応の進展 にも関与 して い る
こ とを示 している と考えられる ｡ 脂質過酸化に関与する活性酸素種は ､ 連銭反応によ っ て
お互い の生成に関与 して い ると考えられ るの で ､ こ れらの 実験結果は合理的で あると考え
られ る ｡
さて ､ ヒスチジ ンの代 わりに1iLM D P Dを反応系中に添加 して も(N A D P H による反応
開始から5 分後)､ ヒス チジ ンの場合と同様に ､ サリチル酸によ っ て惹起されるそれ以降の
化学発光の 増加は有意に抑制された(Fig.3･4)o ･ D P P Dは - 電子供与体で あり､ 脂質ペ ル オ
キシラ ジカル(l o o°)の s cavenger である 〔113,114〕o LOO･は通常他の脂質の永索を弓憎
抜く求電子的な性質を持ち､ 新たに脂質ラジ カル を生成して ラジ カル連鎖反応に関わ る
(1)か､ L O O個 士で反応 して ､ 非ラ ジカル生成物を作り､ ラジカル反応が終結する(2)｡
L O O･ ＋L H - T O L O O H ＋L･ (1)
L O O･ ＋L O O･ - - ヰ L= 0
*＋L O H＋ 102 (2)
Tang らによれば､ この 2つ の反応では (2) の 方が主体で あると言われて い る 〔115〕o
こ の反応からは励起カル ポ ニ ル と 一 重項酸素の 2 種類 の化学発光 に関与する分子種が発生 ,
すると想定されて い る(Russ ell反応〔115･117〕)a
一 方､ 上記と同様に N ADP H添カ口によりサリチル酸の代謝反応を開始し､ 15分後に 1,4･
ジアザ ビシク ロ 【2,2.2】 オクタン (D A B C O)を反応系申に漆加 し (終濃度200m M)､ 引き続
きイ ンキ ュ ベ - 卜 して化学発光量 を測定したとこ ろ､ D A B C O の漆加直後､ 発光量が 一 時的
に大きく増加し､ その後緩やかに減少 した(Fig.3･5)o D A B C Oは 一 重項酸素のク エ ンチ ャ ー
で あるにもかかわらず､ 一 重項酸素の 寿命を延長する作用を併せ持っ て い る 〔118･120〕o
35
一 重項酸素の 寿創ま3.3〟白 と極めて短い が､ 本研究の実験結果のように､ 発光が起こ っ た
と 削こ滞加するとかえ っ て発兜強度が上昇する のは､ 一 時的に 一 重項酸索の 寿倫が延びた
ためである と考えられる o なお､ ミク ロ ゾ ー ム の反応が開始される前に I)A BCO を存在さ
せて おくと以降の 発光は抑制され る｡ 以上の こ とからサリチル 酸の代謝に伴い ､ 肝ミク ロ
ゾ ー ム系における脂質過酸化反応の過程で 一 重項酸素が発生する可能性が強く示唆されたo
次に ､ ラ ッ ト肝ミクロ ゾ ー ムを NADP H存在下で 6m M サリチル酸とともにイ ンキエ ペ
- 卜し､ 反応開始15分後から､ 反応惟滞液から発せ られるケミルミネッ セ ンスの女ベ クト
ル を調べ たo C L スベ タトロメトリ - は､ photom ultiplie rtube とサンプルの 間に特定の波
長域を遮断するカ ッ トオフ フ ィ ルタ ー (一 枚 一 枚の遮蔽波長が連続的に 10n m ずつ 異なる
ように作られて い る)を - 定時間瀬入し､ その各々で photo mul dplie rが検出する全photo n
の 何%がカ ッ トされたかを算出し､ ス ペ クトルを作製する方法で ある〔1 幻〕o 今回は 430n m
から680n m まで の波長域を1 0n m ずつ に区切り､ そ れぞれの 波長域における化学発光を1
秒間カウ ントしたo その結果､ 550n m と660n m に極大値が観察ざれた(Fig.8･6)｡
酸素分子の奄子配置の申で ､ 両酸素原子の 2p 軌道に入 る亀子の重なりの軌道である7(
軌道が､ 酸素分子の反応性の高さを鋭明する上で 重要である 〔122,123〕｡ 7C軌道 には Ⅹ 方
向とy方向があり⊥ それぞれに結合性7r軌道 ､ 反結合性7r軌道(7r*軌道)が考えられるo 軌
道エ ネルギ ー の低い順に電子を当てはめた場合､ 最も安定した電子配置となるの が､ 反結
合性の7rX *と7ry*にス ピ ンを同じくした電子が 一 つ ずつ 入る三重項酸素で ある o これに対
し､ 7rx*と7ry*に入 る電子 のス ピ ンの向きが逆向きにな っ たときが 一 重項酸素である o 7r
x*か7ry*に二 つ の電子が逝 向きで入 っ た 1△g と､ 両方の軌道に逆向きの スピ ンの電子が 一
つ ずつ 入 っ た 1∑gとが存在 しうるが､ 1∑g は水溶液中で は極端に寿食が短く､ 直ちに 1△g
に遷移する ため ､ 通 常の反応に 関与する 一 重項酸素分子種は 1△g である と考えられる
〔122,123〕o 1∑臥 1Agは三重項酸素よりもそれぞれ 37kcal/m ol､ 22kcal/n olだけエ ネル
ギ ー が高い ことがわか っ ており 〔122,123〕､ したが っ て基底状態に遷移する ときに発する
光の波長もこの値から理論的に算出される o これまで に N Al )P H依存性肝ミクロ ゾ ー ム脂
質過酸化 〔124〕 な どにおい て発生する C L でスペ クトル分析が行われ､ 一 重項酸素と励起
カル ポ ニ ル に 由来する発光 の極大波長が明らかにされており､ 一 重項酸素は 480､ 580､
･630n m 付近 ､ 励起カル ポニ ル は440､ 520･530n m 付近に最大発光強度をもつ こ とが報告さ
れて い る〔122,1 23〕o480n m の発光は 1∑g ＋ 1△g ヰ23∑g (dim olemis sion)､580､630n m I
の発光は 21∑g → 23∑g(m o n om ole missio n) によるもの とされて い る 〔122,123〕o 今回
のス ペ クトル分析で は550､650n m の波長域で発光量が極大となる ことが明らかとな っ たo
c L スぺ クトロメ トリ ー で は､ 強い 発光 を分光器で分光 して得られる 一 般のス ぺ クトル パタ
ー ンと比較して ､ 発光波長 (具体的には極大発光波長)に±20n m 程度の娯差が生 じるこ と
が知られており 〔121〕､ 今回の結果も同様の誤差が生じて いる可能性を否定で きない o ま
た､ 480n m 近傍では明確な極大を認め ず､ 理絵値とは若干の相違が残る ｡ しかし､ 上述し
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た抗酸化剤の滞加実験の結果をあわせて考えれば､ 本実験系で C Lが検出きれたことは､ 一
重項酸素の発生を示唆して いると考えるの が妥当で あるだろう ｡
Lewis らの仮鋭 によると､ P450 に電子が渡され､ 三重項の酸素が結合すると ､ ヘ ムの 2
価の 鉄イオンの簾 6 配位座 に酸素が配位する o この酸素が通元されてス ー パ ー オ キシ ドア
ニ オンとなり､ 以降の反応が進行する(Schem e2) 〔66〕o こ の oxy･cytochrom eP 450からス
- パ ー オキシ ドア ニ オ ンが脱共役するため に N A D P H依存性の脂質過酸化が惹起されると
考えられて い る〔126〕.ho m e- Fe2' - 02中間体が生成する過程は明らかではない が､ YaBui
ら 〔126,127〕 は､ βカ ロチ ンやア ジ化ナトリウムなどの 一 重項酸素ク エ ンチ ャ - を捧加す
るとク マ リンの 7一水酸化括性が抑制される こ とから､ P 450 の代謝反応におい て - 重項酸素
が不可欠な役割を果た して い ると述べ ､ hem e - Fe2･ - 02中間体を形成するときに酸素は -
豊項に遷移して逸元されやすくなり､ ス ー パ ー オキシ ドア ニ オンに変換されるとい う メカ
ニ ズムを提唱して いる ｡ しかし､ 本研究におい ては ､ サリチル酸の 5 位水酸化は､ ヒスチ
ジン添加に よっ て も抑制されなか っ たので ､ サリチル酸の惹起する CI+ 発生を説明する には
さらに検討が必要であると考えられる｡
一 重項酸素は極 めて寿命が短い ため ､ ス - / ト オキシ ドア ニ オンや過酸化水素と異なり､
発生部位を離れて 細胞質中を遠くまで拡散するこ とは不可能である 〔12幻｡ 溶媒である水
とも相互作用 して基底状態になるが､ それ以外にも､ 生体膜中に存在するβ･ カロ チ ンや､
また蛋白質中の ヒスチジンやトリプトフ ァ ンとい っ た quencher としての性質を有するア
ミノ酸残基と反応すると考えられる 〔106･112,128〕o
Koga らは肝ミク ロ ゾ ー ム において N A D P Hoxida 8eによる脂質過酸化反応がS O Dによ
つ て抑制されない こ とを報告し､ その理由として P 450･FA D m M Nタ ンパ ク複合体には､ ス
- パ ー オキサイ ドを発生する siteがあり､ それがミクロ ゾ ー ム膜の 内側に向い
`
て い て ､ S O D
は脂質膿を通過で きないので ､ それらを sca v enge で きない とする坂説を立て た 〔65)o ま
た､ ス ー パ ー オキサイ ドは脂質二重膜中にも放出され ､ 親水性の高いリ ン酸基の近くに存
在するで あろう鉄イオンと錯体を形成し､ 脂質膜を酸化すると考察してい る . このように､
P 450 の誘導する脂質過酸化反応がP 450 の極近傍で起こ っ て い るの だとすれば､ 一 重項酸
素による反応も膜に局在して起こるのかもしれない ｡
一 重項酸素は脂質二 重膜を構成する不飽和脂肪酸の ア リル水素や共役ジュ ン に対して は酸
化反応を起こ し､ 脂質過酸化物を生成する ｡ 〔99･ 101〕｡
L H＋102 叫 L O O H (3)
(3) の反応は L O O Hが生成して 一 旦反応が停止するので ラジカル連鎖反応 ではない が､
生体系で は金属イ オンが微量に存在する ため､ その触媒 による誘発分解で ラジ カルを生成
するので ､ 結局脂質過酸化 の連鎖反応が起きると考えられる 〔115,129〕(4)｡ また､ (4)
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よりはずっ と遅 い反応で為るが､ Fe叫こよ っ てもIJO O H の分解がお こり､ こ ちらは L O O･
を発生 する (5)0
LO O H＋Fe2＋ - 妙 L O･ ＋Fe3･ ＋O H･ (4)
L O O H ＋Fe3＋ - - ゆ L O O･ ＋Fe2. ＋H･ (5)
島田らは ミク ロ ゾ - ム膜の リン脂質がい っ たん過酸化をうけると最大50分子の リ ン脂質
に相当する膜が破壊されるまで連鎖反応が進行する 〔130〕 と報告してい る ｡ ラ ジカル が生
成すると､ 多種で複雑な連鎖反応 を起こ すため､ あらゆる種類の静性酸素種が生成するも
の と予想される o しかし Ciaropotto ら 〔131〕 に よる と､ A D P･ Fe叫こよ っ て惹起される脂
質過酸化は D A BCO によ っ て抑制されるが､ 四塩化炭素による脂質過酸化は DA B C O によ
る影響を受けない とい うo この理由は不明であるが､ おそらく脂質過酸化を惹起する起因
物質が反応系中で果たす役割が異なるために ､ 同じ脂質過酸化で も異なる経過をたどる の
で あろう o 先述の とおり､Gunther ら 〔31,93〕 は､ サリチル酸によ っ て惹起される脂質過
酸化の重要な要因として サリチ ル酸が鉄イ オンとキ レ ー トを生成する ことを挙げて い る o
実験的には､ サリチル 敵Fe2＋キレ - ト杖水性反応系において サリチル酸o.o2m ol に対 して
FeS O4 0･01m olを加える こ とで容易に生成する o 肝臓にフ ェ リチ ンという形態で貯蔵され
る鉄はイ オン化すると脂質膜を透過できない が､ 疎水性基を有するサリチル酸とキレ ー ト
する こ とによ っ て 細胞内を運搬される こ とが予想される 〔31,13幻｡
また､ 近年では ､ サリチ ル酸はヒドロキシラ ジカル の直接的な attaek を受け､ 2,3･ ジ ヒ
ドロ キシ安息香酸(2,3･ D H 王∋)を生成する こ とが明らか とな っ た 〔81,133〕｡ 2,3･D HI∋は非酵
素的な反応の みで生成するため､ 現在で はヒ ドロ キシ ラジカル をtr ap する指標として用い
られて い る ｡ この事実か らすれば ､ サリチル酸は通常の脂質過酸化反 尉こお い て最も障害
性の 強い活性酸素種で ある ヒ ドロ キシラ ジカル を消去 しつ つ も､ 別 のメカ ニ ズム から脂質
過酸化反応を惹起して い る ことになる ｡ このように､ サリチル酸によ っ て惹起される酸化
的ス トレス は複雑であり､ 薬物によ っ て 惹起され る脂質過酸化反応の場合は ､ 個々の薬物
の物性による作用も 同時に考慮する べ きで あるとい える ｡
ラ ッ ト遊離肝細胞系(4×106c ells/ml)にサリチル酸 5m M を添加 して 37oC で 3時間イ ンキ
ユ ペ ー シ ョ ンを行 っ た場合でも経時的な化学発光の上昇が見られた(Fig.317)o 肝細胞に おい
て は活性酸素の発生源となるオル ガネラはミク ロ ゾ - ム だけではなく､ ミ トコ ン ドリ アや
サイ トゾルな ど､ 様々な箇所から生成する こ とが予想される ため､ こ こで見 られた発光は
そうした種々 の要因から生まれた 一 重項酸素の存在を意味 して い るもの と言えるo
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【小指】
1･ ラ ッ ト肝ミクロ ゾ ー ムをサリチル酸ととも にイ ン キ エ ペ - 卜すると､ サリチ ル 酸濃度依
存的な CL の上昇が観察された｡
2･ サリチル酸誘浄性の CL上昇は D P PD､ ヒスチ ジンおよび D A BCO の共存によ っ て抑制
きれたo
3･ 本反応系で発生する C Lは 560n m と650n m に極大発光波長が存在する ことが明らかに
なり､ サリチル酸の惹起する酸化的ス ト レス に 一 重項酸素が関与して いるこ とが示唆され
た｡
4. C L の上昇はラ ッ ト遊離肝細胞系におい ても観察された｡
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総括
ラ ッ ト遊離肝細胞をサリチル酸と共にイ ンキ エ ペ - 卜 した結果 ､ 反応時間依存的 pサリテ
ル 駿漉度依存的な L D H漏出および T B ARS上昇が観察されたo L D H漏出は､ 抗酸化剤の
共存下 におい て有意に抑制されたo
また､ サリチル酸存在下におい て ､ 細胞内A T Pは反応開始後速やかに減少 した｡ 単離ラ
ッ ト肝ミトコ ン ドリア をサリチル酸とイ ンキ エ ペ - 卜 した結果､ 酸素消費の脱共役が見ら
れ た｡ 以上か ら､ サリチル酸の惹起する肝細胞障害の原 因として酸化的ス トレス と細胞内
AT P減少が考えられた｡
ラ ッ ト肝ミクロ ゾ ー ム の反応系におい てもサリチル酸濃度依存的な T B A RS の増加が見
ら れ ､ そ れ と 同 時 に代 謝物 2,5･DH B の生 成 が観 察 さ れ た o 代 謝物 の 生成 挙動 は
M ichaeli良一 M e nten の式に従い ､ K m は 1.33mM ､ V m ax は 0.18n mol/mgprot,ein/ min と算
出された o ラ ット肝ミクロ ゾ ー ムにおけるサリチル酸の水酸化代謝には C Y P 2 Cl l､ 2Elお
よび 8 Aが関与 し､ ぞのうち､ C YP 2 Cll､ 2El はサリチル酸の誘導する脂質過酸化反応に
関与すると考えられた o
ラ ッ ト肝ミク ロ ゾ ー ムお よびラ ッ ト遊離肝細胞をサリチル酸とともにイ ンキ エ ペ ー 卜す
る と､ サリチル酸濃度依存的な C L の上昇が観察された . 肝ミクロ ゾ ー ム系にお けるサリチ
ル 酸誘発性の C L上昇は D P P D､ ヒスチ ジンおよび D A BC O の共存によっ て抑制されたo
また､ こ の反応系で発生する C Lは 55 0n m と 650n m に極大発光波長が存在する ことが明
らかとな っ たo 以上からサリチル酸の惹起する酸化的ス トレス に 一 重項頗素が関与して い
る こ とが示唆された｡
サリチル酸はラ ッ ト肝細胞にお いて ､ 酸化代謝に起因する酸化的ス トレス を惹起し､ ま
たミトコ ン ドリア障害を引 き起こ し､ それらは同程度のサリチル酸濃度で観察された ｡ さ
らに細胞内 AT P低下は酸化的ス トレスの発生に先だ っ て起こる こ とが明らかとな っ た. 班
上の結果から､ サリチル酸による肝障害はミトコ ンドリア障害に基づ く細胞内 A T P低下と､
酸化代謝に起 因する酸化 的ス トレス の ､ 二 つ の要因が絡み合 っ た反応の結果と推察された,
(Scbem e3)｡ サリチル 酸の毒性発現濃度は､ 臨床上抗リウマ チ効果を発揮する ためのサ リチ
ル酸血中濃度に近く､ 生体が抗酸化的防御機構の恒常性を失 っ て い る条件下で は､ 微藩な
酸化的ス ト レス でも重篤な障害を発生 しうると考えられ る｡ こ うした臨床的な情報と基礎
的な実験結果を結び付けて 考察 して い く こ とが､ 医療現場におい て必要とされる副作用情
報を構築するの に役立 つ もの と考える ｡
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最後に ､ 長 い 大学院生措を支えて くれた家族に感謝い たします｡
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